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O uso de sondas fluorescentes em citologia é fundamental para o 
acompanhamento e monitoramento de moléculas, biomoléculas e organelas 
durante os processos metabólicos relacionados a vida e a morte celular. Existem 
diversos marcadores comerciais voltados para essa finalidade, no entanto esses 
marcadores apresentam uma série de desvantagens específicas que dificultam o 
seu uso. Em busca de soluções para esses problemas, novos compostos são 
sintetizados e testados como potenciais marcadores celulares. O núcleo 2,1,3-
benzotiadiazola (BTD) apresenta uma série de características desejáveis para a 
síntese de compostos fluorescentes com potencial atividade biológica. Neste 
trabalho, uma série de moléculas derivadas do núcleo BTD foram sintetizadas e 
testadas em experimentos de imageamento celular. As estruturas dessas 
moléculas foram planejadas de forma que a relação da arquitetura molecular de um 
composto e sua seletividade dentro da célula pudesse ser melhor compreendida. 
Os resultados obtidos com as primeiras moléculas testadas levou a conclusões que 
proporcionaram a formulação de uma última estrutura, (4-(4-metoxifenil)-7-(etinil-2-
piridina)-2,1,3-benzotiadiazola), que apresentou elevada seletividade por 
mitocôndrias. Os compostos foram devidamente caracterizados e tiveram suas 
estruturas determinadas por difração de raios-X. Suas propriedades fotofísicas e 
comportamentos solvatocrômicos foram investigados. Cálculos teóricos foram 
realizados para que a distribuição de seus orbitais e densidade de carga fossem 
determinados. Cálculos de docking molecular foram realizados para a investigação 





Fluorescent probes possess a pivotal role in cytology as they are essential for 
tracking molecules, biomolecules and organelles during the cell-cycle. There are 
several commercial probes used for these tasks. However, these probes presents 
several drawbacks that makes their effectiveness laborious. A series of novel 
compounds has been synthesized and tested as potential probes to overcome these 
problems. The 2, 1, 3-benzothiadiazole core shows a plethora of desirable 
characteristics for the synthesis of fluorescent compounds that could be used as 
potential cell probes. In this work, a series of new BTD derivatives has been 
synthesized and tested in cell imaging experiments. The structure of these new 
compounds were planned to elucidate the relationship between the molecular 
architecture and the selectivity inside the cells. The first compounds tested brought 
interesting results that were used in order to rationalize a new structure, 4-(4-
methoxyphenyl)-7-(pyridin-2-ylethynyl)-2,1,3-benzothiadiazole, that presented high 
selectivity for mitochondria. These new compounds were fully characterized and 
three of the four novel molecules had their structures determined by X-ray 
diffraction. Their photophysics properties and solvatochromic effects were also 
investigated. Theoretical calculations were performed to elucidate the orbital 
diagrams and maps of electron density. Molecular docking was also performed to 
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1.1- O Estudo da Célula 
A célula é a unidade estrutural dos seres vivos que apresenta funções específicas 
dependendo do seu tipo celular. A maioria absoluta das formas de vida identificadas 
é constituída por células.1 Sendo,a maioria, seres unicelulares. Seres pluricelulares, 
por sua vez, apresentam vastas combinações multicelulares, diferenciadas e 
organizadas em grupos (tecidos) que executam funções específicas. Essas células 
estão conectadas e/ou integradas por uma complexa rede de comunicação que 
trabalha de forma sincronizada com as demandas dos diferentes organismos. Essa 
rede é responsável por uma infinidade de atividades que conjuntamente geram as 
condições necessárias para a manutenção da vida. A complexidade inerente aos 
sistemas vivos e suas interações já justifica plenamente a necessidade da 
compreensão detalhada dos processos celulares bem como demonstra a sua 
fundamental importância para a existência dos seres vivos. Por mais diferentes que 
sejam os seres vivos, de forma geral, suas células apresentam determinados 
aspectos estruturais e funcionais incrivelmente semelhantes e conservados.2 
Muitos esforços têm sido feito por grupos de pesquisa no mundo inteiro para 
que o processo de divisão e diferenciação celular seja compreendido de uma forma 
mais detalhada e profunda. O conhecimento adquirido nessas investigações podem 
vir a ser aplicados no tratamento de doenças degenerativas, na medicina 
regenerativa e no câncer, que geralmente estão associadas aos processos de 
proliferação, diferenciação e morte celular.1,3,4 
Compreender a célula, seus processos metabólicos e especificamente a 
divisão celular não é uma tarefa simples. A célula e suas organelas constituintes 
(Figura 1)5 possuem dimensões muito reduzidas para que possam ser estudadas 
diretamente a olho nu. Para que seja possível a investigação de suas estruturas e 




Figura 1. Representação esquemática de uma célula e suas organelas básicas.(Adaptado da 
referência 5)  
1.2- Microscopia de Fluorescência 
A ciência da investigação de pequenos objetos é chamada de microscopia. 
Microscópios óticos são instrumentos que utilizam luz visível para produzir imagens 
ampliadas de objetos que possuem dimensões muito pequenas para serem 
observados a olho nu. Existem diversos tipos de microscópios e de técnicas de 
microscopia, a mais antiga e de mais emprego, principalmente para amostras 
biológicas, é a microscopia de luz.6  
Os microscópios de luz permitem aumentos de até 1000 vezes que podem 
ainda ser incrementados por ampliações digitais dadas por programas de 
computador especializados no tratamento de imagens.6,7 A ampliação produzida 
por microscópios de luz é eficaz o bastante para o estudo da célula. 
No entanto, uma célula é composta por cerca de 70% de água, isto é, são 
translúcidas e, portanto, praticamente invisíveis em um microscópio de luz. Há 
pouco conteúdo em seu interior que ofereça contraste o suficiente para que possa 
ser observado com nitidez. Para que as células pudessem ser melhor visualizadas 
em um microscópio de luz, técnicas de aumento de contraste foram desenvolvidas. 
Uma dessas técnicas é a microscopia de fluorescência.2,6 
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A microscopia de fluorescência é um ramo da microscopia de luz que faz uso 
de compostos fluorescentes como fonte de contraste. A fonte luminosa emite um 
feixe de luz no visível (acima de 400 nm) com o objetivo de se excitar o fluoróforo 
que foi previamente inserido no interior da célula, ou acoplado a uma biomolécula 
específica com a finalidade de marcar um alvo em particular.6 
Uma das vantagens extraordinárias da microscopia de fluorescência é a 
possibilidade de observação de estruturas que se situam abaixo do limite de 
resolução imposto pela luz que é de cerca de 0,2 m. Ao vermos, por exemplo, a 
emissão fluorescente de um fluoróforo associado a um anticorpo, indiretamente 
estamos vendo a molécula a qual este anticorpo está associado, mesmo esta 
molécula estando fora do limite de resolução da microscopia de luz.8 
Existem três técnicas principais para que um marcador fluorescente seja 
inserido no interior de uma célula.9 A primeira delas é a imunofluorescência. Essa 
técnica consiste em se ligar quimicamente uma substância fluorescente a um 
anticorpo, ou seja,  é uma etiqueta fluorescente que permitirá o acompanhamento 
do anticorpo marcado por técnicas fluorescentes.10 A segunda técnica envolve 
métodos de clonagem gênica. Por exemplo, a inserção de partes da família de 
proteínas GFPs (Green Fluorescent Proteins) em outras proteínas de interesse por 
meio de construções gênicas in vitro.11 A terceira técnica, por sua vez, consiste em 
inserir moléculas naturalmente fluorescentes com alvos de marcação específico, 
como os sensores fluorescentes, no interior da célula.12 A terceira técnica é o alvo 
deste trabalho e será discutida em maiores detalhes. 
1.3- Sensores Fluorescentes 
Um sensor é por definição um dispositivo capaz de gerar um sinal como resposta 
ao interagir com a matéria ou energia.13 Um sensor fluorescente é, portanto, um 
dispositivo que emite um sinal fluorescente como resposta. Esses podem ser 
classificados em dois tipos principais: os quimiossensores e os biossensores. 
Quimiossensor é uma molécula de origem abiótica capaz de gerar um sinal 
ao interagir com um analito ou com energia. Um Quimiossensor fluorescente é, 




A arquitetura de um Quimiossensor fluorescente geralmente apresenta três 
componentes: (i) receptor, que é parte da molécula que interage com o analito; (ii) 
fluoróforo, que é o responsável pela emissão do sinal luminoso; e (iii) espaçador, 
que conecta os componentes (i) e (ii) da estrutura. Um exemplo14 deste modelo 
com esta arquitetura molecular básica pode ser vista no Esquema 1.  
 
Esquema 1. Representação esquemática da arquitetura molecular básica de um Quimiossensor 
fluorescente. (Adaptado da referência 14)   
Quimiossensores fluorescente são, portanto, capazes de emitir luz após 
sofrerem excitação por uma fonte luminosa ou qualquer outra fonte de energia. Um 
composto após sofrer excitação pode dissipar a energia absorvida por duas vias 
principais: (i) por vias não radioativas, em que a energia absorvida pode ser 
convertida em uma reação química ou dissipada na forma de calor; ou (ii) por vias 
radioativas, em que a energia absorvida é emitida na forma de luz. O Esquema 2 
apresenta o diagrama simplificado de Jablonski, o qual exemplifica os processos 




Esquema 2. Diagrama simplificado de Jablonski. (Adaptado da referência 15)  
Para que um composto fluorescente possa dissipar a energia absorvida na 
forma de luz, ele deve apresentar certas características em sua estrutura que 
facilitem os processos radioativos. Entre estas características se destacam:17 (i) 
rigidez estrutural, (ii) planaridade, (iii) ligações -conjugadas (normalmente), (iv) 
grupos funcionais aromáticos (normalmente), (v) anéis condensados 
(normalmente). A Figura 2 apresenta estruturas de alguns compostos orgânicos 
que possuem as características desejáveis para a dissipação de energia via 
mecanismos radioativos e de compostos que possuem a arquitetura empregada 
em Quimiossensores apresentada no Esquema 1. 
 
Figura 2.  (A) Exemplos de estruturas que apresentam as características desejáveis para dissipação 
via mecanismos radioativos. (B) Composto que apresenta arquitetura empregada em 
quimiossensores fluorescentes. 
1.4- Aplicações dos Fluoróforos 
O meio em que o fluoróforo se encontra tem grande influência sobre suas 
propriedades espectroscópicas. A intensidade e o comprimento de onda da 
radiação emitida dependem da estrutura e conformação do fluoróforo, que 
costumam sofrer grandes variações com uma dependência direta do tipo de 
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solvente,17 do pH do meio,18 da sua concentração e da concentração do analito de 
interesse. Esses fatores podem suprimir (efeito “light off”) ou aumentar (efeito “light 
up”) a intensidade do sinal de fluorescência ou deslocar o comprimento de onda de 
emissão (efeito batocrômico ou hipsocrômico). A Figura 3 apresenta alguns 
exemplos da variação das propriedades espectroscópicas de compostos 
fluorescentes em diferentes meios17,19 e na presença de diferentes analitos.20 
 
Figura 3. (A) Exemplos de variações espectroscópicas de fluoróforos em diferentes meios. 
Fluoróforo sensível à presença de íons fluoretos. (B)Fluoróforo apresenta deslocamento em seu 
comprimento de onda de emissão dependendo da polaridade do solvente. (C) Fluoróforo sensível 
ao pH. (Adaptado das referências 17, 18 e 19) 
Em consequência dessas variações espectroscópicas, muitos fluoróforos 
podem ser utilizados para diversos tipos de medições e detecções de variados 
analitos. Medidas de viscosidade,21 de pH,18 de concentração de íons,22 detecção 
de biomoléculas, análises da conformação de proteínas23 e o monitoramento de 
organelas se tornam possíveis com a utilização de compostos fluoróforos. 
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1.5- Sondas Celulares 
Sondas celulares se tornaram uma ferramenta indispensável no desenvolvimento 
da citologia, devido à sua elevada sensibilidade, seletividade e versatilidade.24 Tais 
sondas podem ser usadas para diversos tipos de marcações e podem ser aplicadas 
em conjunto para o monitoramento simultâneo de diferentes estruturas dentro de 
uma mesma célula em experimentos multiparamétricos (com marcações 
multicoloridas). Como exemplo, tem-se a imagem de uma célula epitelial, em 
processo de divisão celular, na etapa de metáfase, e ao lado uma representação 
esquemática desse mesmo processo (Figura 4).25,26  
 
Figura 4. Imagem de uma célula durante o processo de divisão celular na etapa de metáfase. Em 
azul estão os cromossomos, em vermelho os microtúbulos e em verde as proteínas cinetócoros 
(Adaptado das referências 25 e 26). 
O uso de sonda celulares fluorescentes na citologia é consolidado a ponto 
de existirem diversas empresas, como por exemplo, a Lifetechnologies e a 
Invitrogen, voltadas para a síntese e comercialização desses produtos. O número 
de compostos fluorescentes com potencial para o monitoramento de processos 
celulares é enorme.27 Grande parte dos marcadores comerciais existentes são 
derivados de núcleos orgânicos básicos que já têm suas propriedades 
espectroscópicas bem determinadas e que apresentam as características 
desejáveis para um marcador celular. O Esquema 3 apresenta a estrutura de 





Esquema 3. Estrutura de núcleos orgânicos com potencial para fluorescência e seus derivados que 
são utilizados como marcadores celulares comerciais de diferentes organelas e componentes. 
Derivados cumarínicos são moléculas com excitação na região UV-Vis do 
espectro luminoso e, usualmente, emitem um sinal luminoso na região do azul (410-
470 nm).29 Suas propriedades podem ser ajustadas levando a derivados 
hidrofóbicos ou hidrofílicos, dependendo das funcionalizações em sua estrutura 
base. Compostos que possuem o núcleo cumarina com heteroátomos substituintes 
na posição 7 costumam ser fluoróforos com propriedades espectroscópicas 
atraentes para marcação celular.12 Um exemplo é o derivado do núcleo cumarina 
conhecido como Pacific Blue (Esquema 3), que no caso apresenta uma hidroxila 
na posição 7. 
Fluoróforos derivados do núcleo BODIPY (do inglês, boron difluoride 
dipyrromethene) apresentam usualmente caráter lipofílico.30 Suas propriedades 
espectroscópicas costumam não variar de maneira significativa, independente do 
meio em que se encontram. Seus rendimentos quânticos de fluorescência 
normalmente são elevados mesmo em meio aquoso.31 Um exemplo de marcador 
com estas características é o composto comercial BODIPY-R6G (Esquema 3). 
Compostos policíclicos aromáticos, apesar de menos comuns, também são 
utilizados como marcadores celulares. Por exemplo o derivado do núcleo pireno32 
conhecido como Cascade Blue (Esquema 3). 27 
Derivados indólicos são bastante utilizados como marcadores celulares. Um 
exemplo amplamente conhecido e muito utilizado é o marcador comercial DAPI 
10 
 
(Esquema 3), o qual é comumente aplicado para marcação de DNA nuclear em 
experimentos de imageamento celular.  
Para aplicação mais eficiente em processos de marcação celular, deseja-se 
que os fluoróforos apresentem determinadas características como:7 (i) elevado 
rendimento quântico (ou efeito “light up”); (ii) comprimento de onda de excitação 
apropriado, sendo desejado boa absorvitividade na região do visível (acima de 400 
nm); (iii) boa estabilidade fotoquímica, em especial no estado excitado; (iv) baixa 
citotoxicidade; (v) espectro de emissão bem definido; (vi) elevada seletividade; e 
(vii) preferencialmente, com  amplos deslocamento de Stokes.  
1.6-  Mitocôndrias e Sensores Mitocondriais 
Mitocôndrias são organelas cujo tamanho pode variar de 1 a 4 m e ocupam de 15 
a 20% do volume total de uma célula.33 São dinâmicas, podendo ainda mudar suas 
morfologias de maneira drástica, dependendo do tipo de célula, e do estágio 
metabólico celular em que se encontram. São envolvidas por uma dupla camada 
de membranas, nomeadas de membrana interna e membrana externa. Essas duas 
membranas têm diferentes propriedades e funções e dividem a organela em dois 
compartimentos: (i) um espaço interno da mitocôndria denominado matriz; (ii) um 
espaço entre as duas membranas, chamado de espaço intermembranas. A 
membrana externa envolve a mitocôndria, mantendo-a separada do meio externo 
e a membrana interna envolve a matriz da organela. A matriz das mitocôndrias 
apresenta consistência gelatinosa, devido à grande concentração de proteínas 
solubilizadas. Além de proteínas e enzimas, na matriz mitocondrial podem ser 




Figura 5. Representação esquemática de uma mitocôndria combinada com imagem obtida por 
microscopia eletrônica de transmissão. (Adaptado da referência 34) 
Mitocôndrias possuem seu próprio genoma e maquinário próprio para os 
eventos de transcrição e tradução, sequencialmente de RNA e proteínas. O DNA 
mitocondrial (mtDNA) é inerentemente materno. Essas organelas desempenham 
um importante papel no metabolismo celular. São as responsáveis pela produção 
de energia metabólica na forma de adenosina trifosfato (ATP), que é utilizada pelas 
células como fonte de energia primária.2 As mitocôndrias têm um importante papel 
em processos como diferenciação celular e na morte celular programada, 
conhecida como apoptose, processo essencial para o desenvolvimento 
embrionário dos organismos de seres humanos. As mitocôndrias participam ainda 
do processo de oxidação de lipídeos e da homeostase térmica. Estas organelas 
também estão relacionadas a uma grande diversidade de processos neurais, como 
a neurotransmissão, principalmente na manutenção do equilíbrio energético das 
células nervosas. 
A compreensão e monitoramento das mitocôndrias em diferentes contextos 
biológicos é de grande importância para um maior entendimento do funcionamento 
da célula. Uma vez que o desequilíbrio de seu funcionamento está relacionado com 
uma série de problemas como câncer,35 diabetes,36 neurodegeneração37 e também 
com o processo de envelhecimento.38  
Sondas celulares específicas para mitocôndrias permitem aos 
pesquisadores determinarem a abundância, localização, atividade e efeitos 
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farmacológicos que drogas possam causar nessa organela. Existem diversas 
sondas comerciais voltadas para a sua marcação. A Figura 6 apresenta as 
estruturas de algumas destas sondas comerciais.39  
 
Figura 6. Estruturas de marcadores comerciais seletivos para mitocôndrias. 
Apesar do grande número de sensores voltados para a marcação das 
mitocôndrias ainda não foi determinado um padrão estrutural definitivo para 
marcadores com essa finalidade. No entanto, existem determinadas características 
desta organela que ajudam na formulação de novas sondas, como por exemplo, o 
seu potencial de membrana negativo. As membranas externas das mitocôndrias 
são carregadas negativamente com um potencial de -180 mV,40 que é um valor 
significativamente maior quando comparado ao das demais organelas presentes 
no citoplasma. Essa característica pode ser usada em prol do design de 
marcadores catiônicos fluorescentes. 
Considerando a carga negativa da membrana mitocondrial, a síntese de 
marcadores carregados positivamente se torna uma estratégia interessante. Uma 
maneira de se sintetizar compostos catiônicos é introduzir o grupo trifenilfosfônio 
em suas estruturas. Esse grupo, além de conferir caráter positivo às estruturas, 
também já demonstrou afinidade pelas mitocôndrias, apresentando geometria, 
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espaçamento, rigidez favoráveis à marcação e caráter lipofílico que ajuda na 
transposição de membranas.41  
Corrobora essa afirmação e a funcionalidade do grupo a comparação das 
estruturas dos marcadores comerciais brometo de etídio, utilizado para a marcação 
de dsDNA, e a do MitoSox®, marcador comercial de mitocôndrias. Ambos 
apresentam o mesmo núcleo fluoróforo e se diferenciam essencialmente pelo grupo 
que confere carga positiva à estrutura (Figura 7). 
 
Figura 7. Marcadores comerciais brometo de etídio (seletivo para dsDNA) e MitoSOX (seletivo para 
mitocôndrias). 
Todos os marcadores seletivos de mitocôndrias comerciais citados, apesar 
de serem amplamente utilizados, apresentam uma série de aspectos negativos tais 
como a dificuldade para estocagem (usualmente requerem estocagem a -18 °C), 
elevada instabilidade química e fotoquímica, elevada citotoxicidade, baixa 
seletividade (costumam não ser totalmente específicos-seletivos), um teor de 
impurezas significativo e um elevado custo. Além disso, em geral, são sensíveis a 
variações de temperatura, pH, presença de oxigênio e luz. Tais características são 
descritas pelos seus fabricantes.  
Nesse contexto, e devido à grande importância de se compreender melhor 
os processos nos quais as mitocôndrias estão envolvidas, novas moléculas 
fluorescente, seletivas para marcação mitocondrial, vêm sendo sintetizadas e 
testadas por inúmeros grupos de pesquisa ao redor do mundo.  
Um trabalho recentemente publicado42 descreveu a construção de uma 
biblioteca de compostos fluorescentes derivados do núcleo cumarina. Essas 
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moléculas transpõem a membrana celular e se acumulam preferencialmente nas 
mitocôndrias. O grupo de Trapani e colaboradores (em 2011) sintetizou dois 
derivados de imidazopiridinas (IPD1) que também se mostraram seletivos para 
mitocôndrias.43 Jiang e seu grupo de pesquisa (em 2012) sintetizaram compostos 
capazes de detectar e quantificar íons de zinco (II) no interior das mitocôndrias 
(DQZn2).44 Miyata e colaboradores (em 2011) descreveram o NBDNO, composto 
que marca mitocôndrias e é capaz de liberar óxido nítrico no interior da célula.45 As 
estruturas de todos esses compostos são apresentadas na Figura 8. 
 
Figura 8. Estrutura de novas moléculas fluorescentes testadas para a marcação seletivas de 
mitocôndrias. (Estruturas extraídas das referências 42 43, 44 e 45 respectivamente). 
Além desses novos compostos relatados com núcleos clássicos para 
marcadores celulares, um novo e promissor heterociclo passou recentemente a ser 
explorado para a síntese de novos marcadores, e já vem apresentando resultados 
promissores – o núcleo 2,1,3-benzotiadiazola. 
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1.7- Sensores derivados do núcleo 2,1,3-benzotiadiazola 
Derivados fluorescentes do núcleo 2,1,3-benzotiadiazola (conhecido como BTD, 
Figura 9) normalmente apresentam características desejáveis para novos 
marcadores celulares. Dentre estas características destacam-se: (i) grupos 
funcionais aromáticos funcionalizáveis, o que permite obtenção de diversidade 
estrutural; (ii) planaridade e rigidez estrutural; (iii) conjugação  eficiente; e (iv) forte 
caráter aceptor de elétrons, característica essa importante para compostos 
luminescentes, pois desta maneira o orbital LUMO de seus derivados sofre uma 
diminuição em energia, e consequentemente o valor de band gap também diminui, 
levando à emissão de luz em comprimentos de onda maiores.46 Além disto, com o 
forte caráter aceptor, estruturas moleculares do tipo “donor-acceptor” com 
processos eficientes e estabilizantes de transferência de carga intramolecular são 
favorecidos. 
 
Figura 9. Núcleo 2,1,3-benzotiadiazola que também é conhecido como BTD. 
Derivados do núcleo BTD normalmente sofrem extensões das conjugações 
 nas posições 4 e 7, e são usualmente sintetizados a partir do derivado 4,7-
dibromo-2,1,3-benzotiadiazola por meio de reações de acoplamentos.47,48  
O primeiro relato49 científico de pequenas moléculas fluorescentes derivadas 
do núcleo BTD com aplicação biológica data de 2007.i As propriedades 
espectroscópicas dos compostos sintetizados foram estudadas com titulações de 
dsDNA, e os resultados dos experimentos mostraram que um dos compostos 
                                                          
i A referência 48 foi uma publicação pioneira do uso de BTDs fluorescentes como intercaladores de DNA e foi 
o início das pesquisas na área de Química Biológica e Medicinal coordenadas pelo Prof. Dr. Brenno A. D. Neto.  
16 
 
sintetizados (Figura 10) apresentava variações nas intensidades e no comprimento 
de onda do sinal luminoso emitido à medida que se adicionava dsDNA à solução, 
mostrando que havia afinidade entre as moléculas testadas e o analito.  
 
Figura 10. Estrutura do primeiro derivado BTD eficientemente aplicado para detecção e 
quantificação de dsDNA. (Estrutura extraída da referência 48). 
Em 2010, dois novos derivados do núcleo BTD, denominados BTDBI e 
BTDBT (Figura 11),47 foram sintetizados e testados em titulações 
espectrofluorimétricas com dsDNA. Os resultados mostraram a afinidade dos 
compostos pela biomolécula. Em seguida as moléculas foram testadas em 
experimentos de imageamento celular com células vivas do tipo células-tronco 
humana, mostrando-se altamente seletivas para DNA nuclear.ii 
 
Figura 11. Estrutura dos derivados BTDs utilizados como marcadores de dsDNA em experimentos 
de imageamento celular. (Estruturas extraídas da referência 47). 
Novos derivados BTDs continuaram a ser sintetizados e testados em nosso 
grupo de pesquisa como marcadores celulares seletivos. Com o objetivo de se 
estudar o efeito que as substituições nas posições 4 e 7 teriam sobre sua 
seletividade e luminosidade, foi relatado em um trabalho realizado em 2012 
(Esquema 4),50 que uma das substituições seria responsável pela seletividade 
                                                          
ii O relato da referência 46 é considerado a primeira aplicação de BTDs fluorescentes (tipo small molecule) 
como marcadores celulares. Este trabalho foi uma Dissertação de Mestrado orientada pelo Prof. Dr. Brenno 
A. D. Neto e defendida pelo discente Felipe. F. de Oliveira em 2010.  
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dentro da célula e que a segunda substituição seria responsável pela luminosidade 
(por meio do efeito “light up”) do composto. Foi testado o composto 
monossubstituído BTDPy,51 (que já era conhecido) que se mostrou seletivo para 
mitocôndrias, contudo com sinal luminoso pouco intenso. Em busca de um sinal 
luminoso mais intenso, foi sintetizado o composto chamado BTDShiny, que possui 
um grupo elétron doador em sua estrutura (Esquema 4). Esse novo composto 
fluorescente continuou apresentando seletividade para mitocôndrias, porém com 
sinal luminoso muito mais intenso.  
 
Esquema 4. Compostos utilizados para o estudo da arquitetura molecular de novos marcadores 
derivados do núcleo BTD. (Adaptado da referência 50). 
Outros derivados BTDs monossubstituídos fluorescentes (Figura 12)48 
também foram testados em experimentos de imageamento celular. Os novos 
derivados apresentaram excelentes resultados com elevada seletividade por 
mitocôndrias e uma ótima emissão de luz por fluorescência.  
 
Figura 12. Derivados fluorescentes monossubstituídos de BTDs aplicados como marcadores 
seletivos de mitocôndrias. (Estruturas extraídas da referência 48) 
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Além de poderem ser utilizados como marcadores celulares, os derivados 
BTDs também podem ser utilizados como etiquetas fluorescentes para compostos 
antitumorais. Por exemplo, recentemente o nosso grupo descreveu que derivados 
do lapachol, que apresentam conhecida atividade antitumoral, mas não são 
fluorescentes, puderam ser monitorados dentro de células tumorais (MCF-7) 
marcados com uma etiqueta fluorescente derivada do núcleo BTD.52 O composto 
BTDTAPy (Esquema 5.) foi utilizado para a marcação fluorescente dos derivados 
lapachol.  
 
Esquema 5. Rota sintética para a obtenção dos derivados lapachol luminescentes com etiqueta 












Este trabalho teve como objetivo a síntese e caracterização de novas moléculas 
fluorescentes não simétricas com conjugação -estendida derivadas do núcleo BTD 
com potencial para aplicação biológica em experimentos de imageamento celular. 
          As estruturas sintetizadas neste trabalho foram planejadas de modo a se 
aprimorar as características de derivados BTDs testados anteriormente. E também 
visando o estudo da arquitetura molecular e definição de um padrão de 
características estruturais de moléculas que pudessem levar a marcação seletiva 






















2- Síntese dos derivados benzotiadiazolas fluorescentes 
A Figura 13 apresenta a estrutura das moléculas utilizadas na execução deste 
trabalho. 
 
Figura 13. Derivados BTDs. Compostos BTDBrBr, BTDPh, BTDAP e BTDOMe (intermediários). 





 Os grupos substituintes foram escolhidos de modo que se pudesse aprimorar 
as características do composto BTDAP. Para a BTD1 foi escolhido o substituinte 
fenil, em busca de um maior rendimento quântico. O grupo 4-metoxifenil, utilizado 
na BTD2, foi adicionado de modo a se aumentar a eficiência do efeito light up50. As 
BTD3 e BTD4 foram planejadas de forma que possuíssem um grupo espaçador, 
tripla ligação, e um heteroátomo com par de elétrons disponível para a formação 
de ligações de hidrogênio (BTD4). 
 Para obtenção dos compostos utilizados, primeiro foi preparado o 
intermediário BTDAP.48 Este foi submetido a reações de Acoplamento cruzado de 
Suzuki com o ácido fenilborônico visando a formação da BTD1 e com o ácido 4-
metoxifenilboronico visando a BTD2. O acoplamento não funcionou para a 
obtenção do composto BTD1, em que o substrato utilizado foi o ácido fenilborônico 
(Esquema 6).  
 
Esquema 6. Rota sintética utilizada para obtenção da BTD 2. 
 Para a obtenção da BTD1, realizou-se então o acoplamento de Suzuki do 
intermediário BTDBrBr e o ácido-fenilborônico, levando a formação de uma mistura  
de produtos inseparáveis (BTDPh e BTDPhPh).53,54 Em seguida, essa mistura  foi 
submetida a uma Aminação de Buchwald-Hartwig55 com a 2-aminopiridina, levando 




Esquema 7. Rota sintética utilizada para a obtenção da BTD1. 
 Para as sínteses das BTD3 e BTD4, BTDAP foi submetido a um Acoplamento 
cruzado de Sonogashira56 com trimetilsililacetileno (TMSA), seguida de 
desproteção com KF em metanol, para depois realizar-se um segundo 
Acoplamento de Sonogashira, levando a obtenção dos produtos  desejados 
(Esquema 8). 
 
Esquema 8. Rota sintética utilizada para preparação das BTD3  e BTD4.  
 A rota utilizada para a preparação do composto Splendor foi a mesma do que 
a utilizada para as BTD3 e BTD4. O intermediário BTDBrBr foi submetido a um 
Acoplamento cruzado de Suzuki com 4-metoxifenilborônico, formando o composto 
BTDOMe. Este foi submetido a uma reação de Sonogashira com TMSA, formando 
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o intermediário BTDOMe-Int1, que em seguida foi desprotegido com KF em 
metanol, levando a formação do BTDOMe-Int2, que foi submetido a um segundo 
acoplamento de Sonogashira com 2-bromopiridina, levando a formação do produto 
desejado (Esquema 9). 
 
Esquema 9. Rota sinténtica seguida para obtenção do composto Splendor. 
De forma geral, conforme visto na Sessão Experimental, os derivados foram 
obtidos em rendimentos que variaram de bons a excelentes. Os acoplamentos 
promovidos por paládio utilizados foram todos padrões e são amplamente utilizados 










Capítulo 3  
 











3- Estruturas de raios-X 
Característica interessante dos compostos que possuem o núcleo BTD em suas 
estruturas é sua tendência em formar estruturas cristalinas bem ordenadas.57 Isso 
ocorre devido à polarização proporcionada pelo anel 2,1,3-tiadiazola. A Tabela 1 
apresenta os dados da coleta e refinamento da análise por difração de raios-X de 
monocristal para as BTDOMe, BTDAP,48, BTD2, BTD3, BTD4, e Splendor.58 Dos 
compostos aplicadas como marcadores celulares apenas a BTD1 não formou 
monocristal apropriado para análise de raios-X.iii 
 A Figura 14 apresenta as projeções cristalográficas das estruturas dos 
intermediários BTDOMe e BTDAP. A análise por difração de raios-X de monocristal 
revela que a estrutura do intermediário BTDOMe é constituída por duas moléculas 
independentes. A representação de uma dessas moléculas pode ser observada na 
Figura 14. Nota-se um ângulo entre o grupo 4-metoxifenil e o anel BTD de 53,5º. O 
intermediário BTDAP (Figura 14) apresenta uma estrutura rígida e planar devido à 
existência de interações de hidrogênio intramoleculares entre os átomos N(10)–
H(10)···N(3) (2.38(2) Å) e C(5)–H(5)···N(16) (2.34(2) Å). Essas interações 
continuam presentes nas BTD1, BTD2, BTD3 e BTD4, no entanto com pequenas 
variações em seu comprimento, devido aos efeitos de empacotamento causado 
pelos demais substituintes.48  
 
Figura 14. Projeções cristalográficas dos intermediários BTDOMe (esquerda) e BTDAP (direita). 
(Estrutura do BTDAP adaptada da referência 48) 
                                                          
iii As análises de raios-X de monocristal foram realizadas pelo grupo da Prof. Dr. Claudia Cristina 
Gatto, do Instituto de Química, da Universidade de Brasília. Apenas uma das estruturas aqui 
descritas ainda não foi depositada no CCDC e esta estrutura, que também será discutida ao longo 




Tabela 1. Dados obtidos por difração de raios-X e parâmetros refinados para BTDOMe, BTDAP, 
BTD2, BTD3, BTD4 e Splendor. 
 BTDOMe BTDAP48 BTD2 BTD3 BTD4 Splendor58 
Fórmula 
Química 
C26H18N4O2S2Br C11H7N4SBr C36H28N8O2S2 C19H12N4S C18H11N5S C20H13N3OS 
M (g mol-1) 642,38 307,18 668,78 328,39 329,38 343,39 
Sistema 
Cristalino 
Ortorrômbico Monoclínico Monoclínico Monoclínico Ortorrômbico Triclínico 
Grupo Espacial P212121 P21/c P21/n Cc P212121 P¯;1  
Cela Unitária a 
(Å) 
7,211(2) 4,385(3) 18,952(2) 13,335(3) 11,642(7) 8,963(1) 
b (Å) 12,036(2) 23,419(2) 7,177(6) 13,880(3) 14,699(8) 9,048(1) 
c (Å) 28,591(5) 11,243(1) 22,919(2) 25,802(5) 6,942(4) 10,465(1) 
 90 90  90 90 90 111,391(2) 
 90 100,743(6) 94,574(4) 94,380(10) 90 90,220(2) 
 90 90 90 90 90 91,569(2) 
V (Å3) 2478,91(9) 1134,30(2) 3107,6(4) 4761,93(17) 1558,32(10) 789,76(2) 
Z 4 4 4 12 4 2 
Dc /g cm
-3 1,429 1,799 1,429 1,374 1,404 1,625 
Ìndice  
de varredura 
9  h  9 
15  k  14 
37  l  36 
5  h  5 
27  k  30 
14  l  10 
23  h  23 
8  k  8 
27  l  27 
15  h  15 
16  k  16 
30  l  30 
10  h  10 
12  k  11 
25  l  21 
11  h  11 
12  k  12 
13  l  13 
Coeficiente de 
absorção /mm-1 





multi-scan multi-scan multi-scan multi-scan 
Max/min 
transmissão 
0,55/0,26 0,60/0,72 0,98/0,90 0,96/0,98 0,9612/0,89 0,92/0,95 
Reflexões 
medidas 




5817/0,0433 2607/0,0595 5901/0,0960 8400/0,0500 3272/0,0387 3875/0,0193 
Parâmetros 
refinados 
328 183 519 625 261 227 
R1 (F) / wR2 
(F2) (I > 2(I)) 
0,0456/0,0999 0,0399/0,0644 0,0541/0,0999 0,0684/0,1624 0,0437/0,0752 0,0418/0,106 








- - 987428 1003806 987429 728473 
 
 A análise dos cristais da BTD2 mostrou que na cela unitária desse composto 
existem duas moléculas independentes, com pequenas diferenças nos ângulos 
diedrais entre os grupos 4-metoxifenil (24,6° e 25,1º) e 2-piridina (10,7° e 16,9º) em 
relação ao plano do anel BTD. Ligações de hidrogênio intermoleculares são 
encontradas na resolução dessa estrutura, entre os átomos N3-H3···N2 [d(N···N) 
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= 2,796(4) Å, \(N3H3···.N2) = 111(3)]. Também são observadas interações entre 
os átomos C10-H···N4 (átomo de nitrogênio do anel da piridina). As interações C10-
H···N4 e N3-H3···N2 levam à formação de um plano (Figura 15). 
 
Figura 15. Representação da estrutura molecular da BTD2 com as respectivas marcações 
cristalográficas.   
 Para a BTD3 as análises de raios-X revelaram a existência de três moléculas 
independentes na sua rede cristalina. Uma dessas moléculas é apresentada na 
Figura 16. Nessa molécula, o grupo fenil está distorcido em 49º em relação ao plano 
do anel BTD. 
 
Figura 16. Projeção cristalográfica, com as respectivas marcações para a BTD3.  
As análises por difração de raios-X das estruturas dos compostos BTD4 e 
Splendor (Figura 17) mostraram que essas moléculas assumem conformações 
não planares e arranjo cristalino torcido. Observa-se na estrutura cristalina da 
BTD4, ligações de hidrogênio intramoleculares que são formadas entre N4-
H4A···N3 [d(N···N) = 2.820(3) Å, \(N4H4A···.N1i) = 107,86(2), assim como as 
observadas nas BTD2 e BTD3. Splendor e BTD4 possuem um substituinte em 
comum, o grupo 2-Py(C≡C)BTD, e diferem em apenas um dos lados do núcleo 
BTD. Esses diferentes grupos substituintes provocam mudanças no 
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empacotamento cristalino e nas conformações assumidas por essas estruturas. Os 
diferentes substituintes terão influência direta nas propriedades fotofísicas, como 
será discutido mais adiante. 
 
 
Figura 17. Projeções das estruturas moleculares da BTD4 (cima) e Splendor (abaixo) com as 
respectivas marcações cristalográficas. 
 Para a BTD2, a análise por difração de raios-X revela interações 
intermoleculares na sua rede cristalina do tipo SN entre os átomos de enxofre e 
nitrogênio do anel 2,1,3-tiadiazola, com distâncias de S2N1 de 3,213(3) Å e 




Figura 18. Vista perspectiva ao longo do eixo cristalográfico b das interações intermoleculares entre 
S∙∙∙N e das ligações de hidrogênio intramoleculares da BTD2 
Interações intermoleculares do tipo SN não são observadas na rede 
cristalina das BTD3 e BTD4. Na BTD3 são observadas interações do tipo C-H···N 
(H5···N4 2.306(8) Å, C···N 2,922(12) Å) e ligações de hidrogênio intermoleculares 
entre os átomos N3-H3A···N2 [d(N···N) = 2,800(1) Å, \(N3H3A···.N2) = 111,11(4). 
Na BTD4 existem ligações de hidrogênio intermoleculares entre N4-H4A···N1i 
[d(N···N) = 3,209(3) Å, \(N4H4A···.N1i) = 165(2). Estas ligações de hidrogênio se 
estendem por toda a rede cristalina e ajudam a estabilizar as conformações 
moleculares. Um grande número de interações C-H···N (H···N 2,299(2) Å, C···N 
2,859(4) Å) também é observado. 
Na estrutura cristalina do Splendor as interações eletrostáticas SN 
também não são observadas. Levando-se em consideração a soma dos raios de 
van der Waals do S e N, conclui-se que o empacotamento cristalino nesse 
composto ocorra devido às interações intermoleculares do tipo , que são 
importantes no processo de cristalização de moléculas que possuem uma extensa 
conjugação  com distância entre planos de 3,536 Å. A Figura 19 apresenta o 








Figura 19. (A) Projeção do empacotamento cristalino da BTD3, vista ao longo do eixo b. (B) Vista 
perspectiva da cadeia em ziguezague formada por ligações de hidrogênio na BTD4 ao longo do eixo 


















4- Propriedades Fotofísicas 
Os cinco derivados BTDs fluorescentes tiveram suas propriedades fotofísicas 
investigadas por meio de análises de espectrofotometria e espectrofluorimetria em 
diferentes solventes para se verificar os efeitos solvatocrômicos. Os dados obtidos 
podem ser vistos na Tabela 2. 
Tabela 2. Dados fotofísicos para os compostos BTDs em soluções 10 M. 








PhMe 4.13 (13343) 449 568  119 
AcOEt 4.28 (19155) 448 578 130 
CH2Cl2 4.36 (22789) 447 588 141 
MeCN 4.15 (14169) 442 588 146 
EtOH 4.21 (16234) 448 606 158 
bBTD2 
PhMe 3.93 (8438) 457 592 135 
AcOEt 3.74 (5483) 455 598 143 
CH2Cl2 4.06 (11470) 455 610 155 
MeCN 3.77 (5905) 447 614 167 
EtOH 3.81 (6426) 453 620 167 
cBTD3 
PhMe 4.17 (14853) 459 570 111 
AcOEt 4.22 (16416) 459 580 121 
CH2Cl2 4.21 (16191) 459 592 133 
MeCN 4.33 (21524) 454 600 146 
EtOH 4.22 (16424) 460 616 156 
dBTD4 
PhMe 4.19 (15562) 456 560 104 
AcOEt 4.26 (18039) 455 572 117 
CH2Cl2 4.18 (15027) 456 582 126 
MeCN 4.16 (14471) 451 590 139 
EtOH 4.22 (16435) 457 602 145 
eSplendor 
PhMe 4.11 (12853) 410 510 100 
AcOEt 4.16 (14397) 406 518 112 
CH2Cl2 4.09 (12441) 409 530 121 
MeCN 4.19 (15539) 406 544 138 
EtOH 4.06 (12452) 404 550 146 
af = 0,13 
b
 f = 0,04 
c f= 0,063 




 Pode-se observar que, para todos os compostos, independente do solvente 
em que se encontram solubilizados, os valores de comprimentos de onda de 
absorção não sofrem grandes variações. BTD1 (442-448nm), BTD2 (447-457 nm), 
BTD3 (454-460 nm), BTD4 (451-457nm), Splendor (404-410 nm). As variações 
observadas nos comprimentos de onda de emissão são maiores para as BTDs: 
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BTD1 (568-606nm), BTD2 (592-620 nm), BTD3 (570-616 nm), BTD4 (560-602nm) 
e Splendor (510-550 nm).  
 No estado excitado, fluoróforos apresentam maior momento de dipolo do que 
no estado fundamental. E esta polarização é estabilizada também pelos momentos 
de dipolo das moléculas do solvente que estão ao redor do fluoróforo. Esse efeito 
de estabilização será maior em solventes de maior polaridade, como pode ser visto 
nas Tabela 2, em que os maiores valores de deslocamentos de Stokes são 
encontrados no solvente de maior polaridade, no caso, o etanol.17,59 
O efeito do solvente pode levar a maiores deslocamentos de Stokes, e pode 
também levar a menores intensidades de emissão. Isso pode ser observado para 
as BTDs que contém o grupo 2-aminopiridina, ou seja, BTD1, BTD2, BTD3 e BTD4. 
Quando solubilizadas em etanol a intensidade de emissão desses compostos é 
muito menor se comparada àquelas em solventes de menor polaridade, como por 
exemplo o tolueno. Esse fato pode ser explicado pela formação de interações de 
hidrogênio entre as moléculas dos compostos e as do solvente. Essas interações 
distorcem o plano da molécula, desfavorecendo a emissão de energia por vias 
radioativas. Esse efeito é menos pronunciado na molécula Splendor, uma vez que 
ela possui menos sítios que possam realizar ligações de hidrogênio 
intramoleculares (Figura 20) adicionais como no caso das BTD1, BTD2, BTD3 e 
BTD4. Os gráficos dos espectros de absorção e emissão das moléculas BTDs 
podem ser vistos na Figura 21.  
 
Figura 20. Formação de ligações de hidrogênio entre moléculas do etanol e o grupo 2-aminopiridina 




Figura 21. Gráficos dos espectros de absorção e emissão dos compostos BTD1, BTD2, BTD3, 
BTD4 e Splendor. Note que para a BTD4 a emissão em tolueno é menos intensa, pois a fenda de 
emissão e excitação utilizada em sua medição foi menor que as dos demais solventes. 
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 Todos os compostos apresentaram amplos deslocamentos de Stokes (emi-
abs), igual ou maiores que 100 nm, independente do solvente em que se 
encontravam solubilizados, e por esta razão, conclui-se que a sua estabilidade 
possa ser consequência da ação de processos intramoleculares. Por exemplo, os 
processos ICT (intramolecular charge transfer) e ESIPT (excited state 
intramolecular proton transfer).15  
Os processos ESIPT e ICT são mecanismos de estabilização interna que ocorrem 
muito rapidamente e alteram a distribuição de carga na estrutura da molécula. O 
processo ESIPT consiste em uma transferência protônica intramolecular e o 
processo ICT em uma redistribuição de carga entre as partes elétron doadoras e 
elétron aceptoras de uma molécula (Esquema 10). 
 
Esquema 10. Representação esquemática dos processos ICT e ESIPT.   
Acreditava-se que os compostos que contém o grupo 2-aminopiridina como 
substituinte (BTDAP, BTD1, BTD2, BTD3 e BTD4) eram estabilizados pelo 
processo ESIPT.48 Várias características apontavam para esta possibilidade: (i) 
geometria planar nos estados fundamental e excitado, (ii) largos deslocamentos de 
Stokes, (iii) transições eletrônicas com caráter ICT, (iv) grandes variações nas 
transições eletrônicas sob diferentes condições de pH, (v) cálculos teóricos 
indicando a possibilidade de ESIPT.48,60 
No entanto, recentemente, um estudo teórico evidenciou que tais derivados 
de BTDs prefeririam ICT como mecanismo de dissipação de energia ao ESIPT.60 
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Para avaliar a influência do ICT no estado excitado, foram traçados os 
gráficos (Figura 22) do deslocamento de Stokes vs ET
N, sendo ET
N o parâmetro de 
polaridade de solvente descritos por Reichard59,61 (Tabela 3).  
 
Figura 22. Deslocamento de Stokes (cm-1) vs 𝐸𝑁
𝑇 nos solventes testados (tolueno, acetato de etila, 





Tabela 3. Valores de 𝐸𝑇








a valores extraídos da referência 54. 
 
O deslocamento de Stokes é dado pela equação de Lippert-Mataga.17,62 
Essa equação descreve os efeitos físico-químicos que os solventes exercem sobre 
o espectro de emissão dos fluoróforos, medindo assim sua sensibilidade em 
relação à polaridade do meio.63 Quanto maior for a inclinação da reta, maior será a 
influência do solvente na estabilização do estado excitados dos fluoróforos. Quanto 
maior for o valor do coeficiente de inclinação, maior será a inclinação da reta 
(Tabela 4). A influência do processo ICT será medido pelo valor de R2. Valores 
acima de 0,7 indicam uma elevada estabilização por ICT. 
Tabela 4. Equação da reta dos gráficos de Lippert-Mattaga das BTD1, BTD2, BTD3, BTD4 e 
Splendor. 
BTD Equação da reta 
BTD1 Y =  4568.4 +  2083.4 X 
BTD2 Y =  4898.5 +  1924.5 X 
BTD3 Y =  4066.9 + 2407.1 X 
BTD4 Y =  3979.6 +  2235.4 X 
Splendor Y =  4549.8 + 3291.1 X 
 
A Tabela 5 apresenta os valores de R2 encontrados paras os compostos 
estudados. O menor valor de R2 encontrado foi de 0,74 para a BTD2. Isso indica 
que a geometria do composto não sofre grandes alterações no estado excitado o 
que, normalmente,  indica pouca variação no momento dipolar.64 






















5- Cálculos teóricos 
Estudos teóricos foram realizados porque estes permitem uma melhor 
compreensão das propriedades eletrônicas dos compostos. Permitem, também, a 
determinação dos valores energéticos dos orbitais HOMO e LUMO, além da 
determinação da distribuição de densidade eletrônica ao longo da estrutura de uma 
molécula. 
 Desta forma, foi realizado, por meio da “functional density theory” (DFT), os 
cálculos das propriedades fotofísicas e espectroscópicas dos derivados BTDs 
estudados.  
 Com base nos resultados experimentais da geometria das moléculas 
(obtidos por difração de Raios-X) e seus estudos fotofísicos, foi realizada uma 
varredura com diversos funcionais de correlação e troca (Tabela 6 e Tabela 7) 
sendo escolhidos os métodos dos quais mais se aproximavam com os dados 
experimentais. Os funcionais CAM-B3LYP e PBE1PBR se mostraram os mais 
apropriados para todos os derivados do núcleo BTD estudados neste trabalho, 
sendo o primeiro escolhido para a otimização da geometria e estudos da 
distribuição de carga das moléculas e o segundo foi utilizado para o estudo dos 
orbitais moleculares destas moléculas. Em todos os métodos testados utilizou-se a 
função de base, 6-311+g(2d,p). 
A Figura 23 apresenta os mapas de distribuição de densidade eletrônica, isto 
é a diferença entre as densidades de carga no estado excitado e no estado 
fundamental, para os compostos BTD1, BTD2, BTD3, BTD4 e Splendor. 
 O mapa de distribuição de carga foi montado para se evidenciar a eficiência 
do processo ICT no processo de estabilização dessas estruturas no estado 
excitado. Os resultados se mostraram em acordo com os gráficos de Lippert-
Mataga da Figura 22. A densidade de carga se acumula no anel da BTD, parte 






Figura 23. Mapa de distribuição de densidade eletrônica para as BTD1, BTD2, BTD3, BTD4 e 
Splendor calculado com o método CAM-B3LYP/6-31+g(d). Amarelo representa a distribuição 




Tabela 6. Dados Teóricos calculados para as BTD1, BTD2, BTD3, BTD4 e Splendor, nos estados 
fundamental e excitado obtidos com diferentes correlações funcionais de troca (CAM-B3LYP, 
M062X, PBE1PBE, wB97XD) usando 6-311+g(2d,p) Pople’s split-valence basis set. Todos os 
resultados foram obtidos utilizando geometrias otimizadas com nível CAM-B3LYP/6-31+g(d). 
BTD XC Estado 𝛍(𝐃) HOMO(eV) LUMO(eV) ∆𝑬𝑯𝑶𝑴𝑶−𝑳𝑼𝑴𝑶(eV) 







S0 2,70 3,75 -6,797 -6,896 -1,405 -1,500 5,392 5,395 
S1 5,83 8,44 -6,430 -6,539 -1,821 -1,886 4,609 4,653 
M062X S0 2,66 3,70 -6,681 -6,808 -1,630 -1,746 5,052 5,063 
S1 5,80 8,45 -6,313 -6,449 -2,050 -2,138 4,263 4,311 
PBE1PBE S0 2,69 3,79 -5,755 -5,866 -2,371 -2,482 3,383 3,384 
S1 5,77 8,52 -5,446 -5,573 -2,755 -2,829 2,691 2,743 
wB97XD S0 2,69 3,73 -7,329 -7,446 -0,784 -0,898 6,545 6,548 







S0 2,39 3,39 -6,615 -6,770 -1,338 -1,473 5,277 5,296 
S1 6,33 8,66 -6,157 -6,321 -1,740 -1,858 4,417 4,463 
M062X S0 2,32 3,30 -6,511 -6,692 -1,564 -1,719 4,947 4,973 
S1 6,19 8,44 -6,053 -6,244 -1,971 -2,110 4,082 4,134 
PBE1PBE S0 2,26 3,26 -5,567 -5,737 -2,297 -2,453 3,269 3,284 
S1 6,48 8,80 -5,173 -5,356 -2,663 -2,795 2,510 2,561 
wB97XD S0 2,36 3,36 -7,145 -7,319 -0,716 -0,872 6,429 6,447 








S0 3,04 4,45 -6,679 -6,823 -1,549 -1,684 5,130 5,141 
S1 5,01 7,37 -6,360 -6,527 -1,906 -2,018 4,454 4,509 
M062X S0 3,01 4,41 -6,578 -6,749 -1,780 -1,936 4,797 4,813 
S1 4,94 7,40 -6,255 -6,448 -2,137 -2,271 4,118 4,177 
PBE1PBE S0 3,05 4,59 -5,666 -5,827 -2,498 -2,645 3,168 3,181 
S1 5,02 7,25 -5,397 -5,582 -2,826 -2,945 2,571 2,636 
wB97XD S0 3,02 4,42 -7,201 -7,366 -0,940 -1,094 6,261 6,271 








S0 3,52 4,98 -6,779 -6,920 -1,567 -1,735 5,212 5,185 
S1 7,01 9,90 -6,481 -6,649 -1,920 -2,058 4,561 4,590 
M062X S0 3,41 4,81 -6,672 -6,838 -1,800 -1,987 4,872 4,850 
S1 6,90 9,84 -6,370 -6,562 -2,151 -2,310 4,219 4,252 
PBE1PBE S0 3,61 5,21 -5,768 -5,922 -2,521 -2,696 3,248 3,227 
S1 7,12 10,00 -5,519 -5,702 -2,845 -2,986 2,675 2,716 
wB97XD S0 3,50 4,94 -7,300 -7,460 -0,960 -1,147 6,340 6,312 








S0 1,08 1,39 -7,063 -7,235 -1,723 -1,869 5,340 5,366 
S1 4,49 7,32 -6,627 -6,730 -2,107 -2,270 4,520 4,459 
M062X S0 1,02 1,28 -6,985 -7,185 -1,970 -2,138 5,015 5,047 
S1 4,46 7,38 -6,548 -6,677 -2,356 -2,545 4,190 4,132 
PBE1PBE S0 1,24 1,53 -6,026 -6,206 -2,649 -2,819 3,377 3,387 
S1 4,97 7,95 -5,665 -5,797 -2,970 -3,145 2,695 2,651 
wB97XD S0 1,07 1,37 -7,593 -7,784 -1,123 -1,289 6,469 6,495 
S1 4,36 7,13 -7,149 -7,271 -1,516 -1,703 5,634 5,567 
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Tabela 7. Dados teóricos de TD-DFT das estruturas BTD1, BTD2, BTD3, BTD4 e Splendor obtidos 
por diferentes correlações funcionais de troca (CAM-B3LYP, M062X, PBE1PBE, wB97XD) utilizando 
6-311+g(2d,p) Pople’s split-valence basis set. Todos os resultados foram obtidos com estruturas 
otimizadas com nível de cálculo CAM-B3LYP/6-31+g(d). 
BTD XC  
Composição orbitalar 
(maiores contribuições) 








Gás HOMO->LUMO (97%) 0,2588 410,83 
Água HOMO->LUMO (97%) 0,4422 424,28 
 
M062X 
Gás HOMO->LUMO (98%) 0,2780 403,22 
Água HOMO->LUMO (97%) 0,4801 415,79 
 
PBE1PBE 
Gás HOMO->LUMO (99%) 0,1901 466,75 
Água HOMO->LUMO (99%) 0,3414 481,94 
 
wB97XD 
Gás HOMO->LUMO (96%) 0,2704 402,78 








Gás HOMO->LUMO (96%) 0,2673 420,38 
Água HOMO->LUMO (96%) 0,4373 432,60 
 
M062X 
Gás HOMO->LUMO (97%) 0,2861 412,47 
Água HOMO->LUMO (97%) 0,4740 423,56 
 
PBE1PBE 
Gás HOMO->LUMO (99%) 0,1928 486,21 
Água HOMO->LUMO (99%) 0,3303 499,09 
 
wB97XD 
Gás HOMO->LUMO (94%) 0,2804 410,81 









Gás HOMO->LUMO (96%) 0,4338 429,42 
Água HOMO->LUMO (96%) 0,7175 449,02 
 
M062X 
Gás HOMO->LUMO (97%) 0,4657 421,41 
Água HOMO->LUMO (97%) 0,7787 440,56 
 
PBE1PBE 
Gás HOMO->LUMO (98%) 0,3102 493,47 
Água HOMO->LUMO (99%) 0,5631 513,01 
 
wB97XD 
Gás HOMO->LUMO (95%) 0,4548 420,18 









Gás HOMO->LUMO (96%) 0,4796 419,32 
Água HOMO->LUMO (96%) 0,7760 444,32 
 
M062X 
Gás HOMO->LUMO (97%) 0,5122 412,23 
Água HOMO->LUMO (97%) 0,8361 436,82 
 
PBE1PBE 
Gás HOMO->LUMO (98%) 0,3501 476,46 
Água HOMO->LUMO (99%) 0,6279 503,42 
 
wB97XD 
Gás HOMO->LUMO (95%) 0,4995 411,22 









Gás HOMO->LUMO (95%) 0,6431 391,29 
Água HOMO->LUMO (94%) 0,9404 406,66 
 
M062X 
Gás HOMO->LUMO (97%) 0,6725 384,53 
Água HOMO->LUMO (96%) 0,9890 399,19 
 
PBE1PBE 
Gás HOMO->LUMO (98%) 0,4861 446,38 
Água HOMO->LUMO (99%) 0,7505 466,68 
 
wB97XD 
Gás HOMO->LUMO (93%) 0,6682 382,49 




 As estruturas otimizadas das BTDs com seus orbitais HOMO e LUMO 
também foram calculadas. Os orbitais HOMO e LUMO são basicamente de caráter 
O orbital LUMO de todos os compostos é centrado no anel BTD, como pode ser 
visto na Figura 24. 
 
Figura 24. Estruturas otimizadas com os orbitais HOMO e LUMO na fase Gasosa das BTD1, BTD2, 
BTD3, BTD4 e Splendor. Cálculos com nível PBE1PBE/6-311+G(2d,p)//CAM-B3LYP/6-31+g(d). As 
estruturas calculadas em água apresentaram localizações dos orbitais similares. Os orbitais obtidos 
utilizando PBE1PBE como funcional de correlação de troca forneceram resultados similares aos 




Os diagramas de energia (valores de band-gap) também foram calculados e 
são apresentados na Figura 25. Os cálculos dos compostos estudados também 
foram simulados em água como um prelúdio para os experimentos de imageamento 
celular. Demonstrando que todos os compostos possuem comprimento de onda de 
absorção no espectro visível, importante característica para marcadores celulares. 
 
























6- Imageamento celular 
 Os derivados monossubstituídos, apresentados na Figura 12, já haviam sido 
testados em experimentos de imageamento celular em linhagens de câncer de 
mama (MCF-7), câncer de cólon de útero (Caco-2) e em células saudáveis 
(fibroblastos).48 Esses derivados foram bastante seletivos para marcação de 
mitocôndrias, entretanto apresentaram os chamados “vazamentos”, ou seja, uma 
marcação não totalmente seletiva, mas de excelente qualidade. 
Nesse sentido, em busca de melhorias na seletividade dos derivados BTDs 
e em suas propriedades espectroscópicas, os compostos dissubstituídos não 
simétricos, BTD1, BTD2, BTD3 e BTD4 e Splendor foram testados em 
experimentos de imageamento celular em células (vivas e fixadas) de câncer da 
linhagem MCF-7.iv  
Os compostos foram excitados na faixa de 405-488 nm, e apresentaram sinal 
de fluorescência, variando do azul ao verde (Figura 26). Essa é uma característica 
importante para experimentos multicores no qual se utiliza mais de um marcador 
em uma mesma célula para o monitoramento simultâneo de mais de uma 
especificidade celular. Apesar do bom sinal de fluorescência apresentado pelos 
derivados BTD1, BTD2, BTD3 e BTD4 nenhum deles mostrou seletividade no 
interior da célula e foram encontrados dispersos no citosol. As BTD1 e BTD3 foram 
também encontradas parcialmente distribuídas no interior do núcleo das células.  
Os resultados mais interessantes, no entanto, foram apresentadas pelas 
BTD2, que mostrou maior intensidade de fluorescência no interior da célula (maior 
efeito “light up”), e pela BTD4, que apresentou uma relativa seletividade para 
mitocôndrias (uma forte tendência). 
A partir dessas observações, infere-se que o substituinte 4-fenilmetoxi seria 
responsável pelo efeito “light up”, o substituinte -C≡C-Py proporcionaria uma maior 
seletividade para a molécula (direcionador de mitocôndria) e a combinação das 
características das BTD2 e BTD4 em um só composto poderia retornar resultados 
promissores. 
                                                          
iv Os experimentos de imageamento celular foram realizados em colaboração com o grupo do Prof. Dr. José 




Figura 26. Células de câncer de mama (MCF-7) marcadas com (1) BTD1, (2) BTD2, (3) BTD3, (4) 
BTD4. (Esquerda) Emissão no canal do azul. (Direita) Emissão no canal do verde.  
A molécula que combina as duas características em sua estrutura, 
Splendor, já havia sido sintetizada anteriormente pelo grupo,49 e testada em 
experimentos in vitro de detecção e quantificação de dsDNA, e em monitoramentos 
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de PCR em tempo real.49 A estrutura denominada Splendor também foi testada 
neste trabalho como marcador fluorescente em experimentos de imageamento 
celular. Os resultados obtidos podem ser vistos na Figura 27. 
 
Figura 27. Célula de câncer de mama (MCF-7) marcada seletivamente com Splendor. (Esquerda) 
Emissão no canal do azul. (Direita) Emissão no canal do verde. A expansão à direita mostra uma 
figura expandida com a escala em 10 M.   
A molécula Splendor se mostrou um marcador altamente seletivo para 
mitocôndrias com excelente sinal de fluorescência. Como dito anteriormente, um 
dos grandes problemas dos marcadores comercialmente disponíveis são sua 
dificuldade para estocagem e baixa estabilidade dos produtos disponíveis. Na 
realização dos experimentos de imageamento celular com Splendor, primeiro foi 
utilizado uma solução do composto armazenada por mais de cinco anos. Em 
seguida, os experimentos foram reproduzidos com uma solução de um composto 
recém sintetizado. Ambos experimentos apresentaram resultados idênticos em 
qualidade e seletividade, evidenciando-se a grande estabilidade deste composto. 
Para se confirmar a localização do Splendor no interior da célula, e testar suas 
propriedades em experimentos de marcação multicores (Figura 28), este foi 
inserido em conjunto com o marcador comercial conhecido MitoTracker red (Figura 
6). Igualmente, foram conduzidos experimentos na presença de marcador BTDBT 
(Figura 12) previamente descrito pelo nosso grupo47 como seletivo para marcação 




Figura 28. Experimentos de marcação com células de câncer de mama (MCF-7). (1) Mitocôndrias 
marcadas com o marcador comercial MitoTracker red. (2) Mitocôndrias marcadas com MitoTracker 
red (vermelho) e os núcleos marcados com BTDBT (azul). (3), (6) e (9) fase de contraste das 
imagens das células. (4) Mitocôndrias marcadas com Splendor. (5) Mitocôndrias marcadas com 
Splendor (verde) e núcleos marcados com BTDBT (azul). (7) Sobreposição de (1) e (4). Note que 
a emissão em laranja é devido às emissões em verde e vermelho dos marcadores. (8) Sobreposição 
de (2) e (5) onde, novamente, é possível observar a emissão laranja.  
É interessante notar a excelente sobreposição do Splendor com o marcador 
comercial MitoTracker red no experimento de co-localização celular (Figura 28, 
painéis 7 e 8). Além de demonstrar que o marcador Splendor encontra-se nas 
mitocôndrias, é importante ressaltar que o MitoTracker red teve um aumento na sua 




Experimentos com marcações multicores com o marcador comercial de 
núcleo DAPI (Esquema 3) também foram realizados e podem ser visualizados na 
Figura 29. Nesses experimentos Splendor foi inserido na célula juntamente com 
marcador DAPI, sendo possível monitorar o comportamento tanto do dsDNA quanto 
das mitocôndrias durante todo o processo de divisão celular (Figura 29). Durante 
os experimentos, foi constatado a superioridade do composto Splendor. Esse foi 
capaz de detectar a distribuição mitocondrial entre os cromossomos na fase de 
anáfase, e o marcador comercial MitoTracker Red não. Durante o processo de 
divisão celular, as mitocôndrias mais jovens possuem um menor potencial de 
membrana, por esta razão sua detecção é dificultada. 
 
Figura 29. Células cancerígenas de mama (MCF-7) monitoradas durante o processo de divisão 
celular (fase de anáfase). (1) Núcleo marcado com marcador comercial DAPI (azul). (2) Mitocôndrias 
marcadas com Splendor (verde) e núcleo marcado com DAPI (azul). (3) Mitocôndrias marcadas 
com MitoTracker red (vermelho) e núcleo marcado com DAPI (azul). (4) Fase de contraste das 
imagens das células. Note que com o Splendor é possível ver que há uma distribuição mitocondrial 
homogênea entre os cromossomos, o que, com o MitoTracker red, não foi possível.  
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A Figura 30 apresenta imagens celulares em processo de divisão, durante a 
anáfase e durante a etapa de citocinese. Com essas imagens pode se observar 
claramente a distribuição das mitocôndrias entre os dois núcleos. 
 
 
Figura 30.Células de câncer de mama (MCF-7) em experimentos de imageamento durante o ciclo 
de divisão celular, na etapa anáfase (1-4), visando a marcação e monitoramento das mitocôndrias 
até a etapa de citocinese (5). (1) Núcleo marcado com o marcador comercial DAPI (azul). (2) 
Imagem da fase de contraste das células. (3) Mitocôndria marcada com Splendor (verde) durante 
a anáfase. (4) Sobreposição dos painéis (1), (2) e (3). Note que usando Splendor é possível 
















7- Docking molecular 
Devido aos experimentos realizados in vitro com o Splendor,49 acreditava-se em 
uma possível interação com o mtDNA. Essa hipótese foi descartada, pois não foi 
observado sinal de fluorescência residual no interior do núcleo das células, 
indicando assim, que não deve haver interação entre o marcador e o DNA nuclear. 
Passou-se então a considerar a possibilidade de interação com proteínas 
encontradas na matriz das mitocôndrias. Dentre as milhares de proteínas possíveis, 
a adenine nucleotide translocase (ANT) apresentou-se como uma candidata 
bastante plausível. Essa proteína apresenta uma série de características que 
sugerem uma forte interação com o Splendor: (i) funciona como poro não 
específico para uma série de moléculas; (ii) é a mais abundante das proteínas no 
espaço inter-membranas e na matriz mitocondrial;65 (iii) facilita o transporte de 
pequenas moléculas através das membranas;65 (iv)  possui baixa seletividade como 
poro de transição e  canais de alta condutância e baixa seletividade;66 (v) possui 
capacidade de formar poros que são responsáveis pela permeabilização da 
membrana interna. Devido a todas essas características, a probabilidade da ANT 
impedir com que Splendor alcance as moléculas de mtDNA é muito grande. 
 Para se verificar a compatibilidade dessa proteína com Splendor (e com as 
BTD1, BTD2, BTD3 e BTD4), realizaram-se cálculos de docking molecular.v,67,68 
Esses cálculos permitem a identificação de sítios de ligação potenciais e a 
determinação das conformações predominantes para os compostos testados. Este 
método permitiu também a medida da afinidade entre as moléculas testadas e a 
ANT. 
O marcador Splendor ligou-se preferencialmente aos poros da proteína, 
enquanto que as BTD1, BTD2, BTD3 e BTD4 ligam-se exclusivamente fora desses 
poros e principalmente na superfície da proteína (Figura 32). A constante Ki, 
constante de inibição de Michaelis Menten, calculada e as energias de interação 
estimadas para as cinco moléculas testadas são apresentadas na Tabela 8. 
                                                          
v Os cálculos de Docking Molecular foram realizados em colaboração com o grupo de pesquisa da Prof. Dr. 
Thereza A. Soares da Silva ,da Universidade Federal de Pernambuco (UFPE). 
58 
 
Tabela 8. Energias de interação estimas e predição das constantes de inibição entre a 
proteína ANT e as BTDs estudadas.  
BTD Eint (kcal mol-1) Ki (mM) 
BTD1 -2,92 7,20 
BTD2 -2,41 17,2 
BTD3 -3,39 3,30 
BTD4 -2,57 13,0 
Splendor -4,86 0,30 
 
Quanto menor for o valor da constante Ki de um substrato, maior será a sua 
afinidade pela proteína. Dentre os compostos testados, Splendor foi o que 
apresentou o menor valor de Ki, portanto a maior afinidade com a ANT, e o valor de 
energia de interação mais significativo. Dessa forma, os cálculos indicam a razão 
da forte preferência mitocondrial do Splendor e a razão pela qual as outras BTDs 
não foram seletivas nas células.  
A proteína ANT está envolvida no processo de transporte de substratos para 
o interior e exterior das mitocôndrias, incluindo-se os substratos ADP/ATP. 
Acredita-se que para realizar essa tarefa, a ANT assuma duas conformações: (i) 
cytosolic-open em que a ADP se liga à ANT no citoplasma; (ii) matrix-open em que 
a ATP liga-se à proteína no interior da matriz das mitocôndrias. A conformação 
cytosolic-open é estabilizada pelo glicosídeo atractilosídeo (Figura 332), que 
interage com os sítios de ligações dos nucleotídeos encontrados no interior dos 
canais da proteína. A estrutura de raios-X do complexo entre a atractilosídeo e a 
proteína na conformação cytosolic-open está disponível (PDB código 1OKC) e foi 
utilizada como parâmetro para a realização dos cálculos.69  
Por meio do docking molecular, observou-se que o Splendor interage com 
a ANT de maneira análoga ao atractilosídeo (Figura 31). Os compostos testados 
formaram menos ligações de hidrogênio com a proteína, devido ao seu caráter mais 
hidrofóbico, quando comparado com a atractilosídeo. Pode ser observado na Figura 
343 que a conformação e posição de interação do Splendor na proteína ocupa a 






Figura 321. Conformações de menores energias para os compostos testados (A-B) BTD1 (laranja), 
BTD2 (verde), BTD3 (vermelho), BTD4 (amarelo) e Splendor (C-D). O potencial eletrostático da 
superfície da ANT é apresentado em azul, vermelho e branco para positivo, negativo e neutro, 










Figura 332. Estrutura da atractilosídeo. 
 
Figura 343. (A) Detalhes da interação da atractilosídeo (A) e a conformação de interação de menor 
energia para Splendor (B). 
Os dados obtidos por meio do docking molecular estão de acordo com os 
dados obtidos experimentalmente e ajudam a explicar a alta seletividade do 
Splendor e a falta de seletividade para as BTD1, BTD2, BTD3 e BTD4. O 
composto Splendor pode estar fixado na mitocôndria devido à sua forte interação 
com a ANT. Esse fato explicaria a razão da irreversibilidade da interação com a 

















8- Conclusões e perspectivas 
Por meio dos resultados obtidos neste trabalho pode-se caracterizar a estrutura de 
quatros novos compostos derivados do núcleo BTD (BTD1, BTD2, BTD3 e BTD4), 
por meio das técnicas de RMN, IV, ESI-MS(/MS), CHN e difração de raios-X, bem 
como investigar suas propriedades fotofísicas e comportamento solvatocrômicos 
por meio de análises espectrofotométricas e espectrofluorimétricas. 
Os compostos sintetizados foram testados em experimentos de 
imageamento celular e os resultados obtidos foram de grande importância para a o 
planejamento da arquitetura molecular de um novo marcador. Devido aos 
resultados obtidos nos experimentos com as BTD1, BTD2, BTD3 e BTD4, o 
composto Splendor, sintetizado anteriormente pelo grupo, também foi testado 
como possível marcador. Este composto apresentou excelente seletividade dentro 
da célula, elevada estabilidade em solução e no estado sólido. Utilizando-se 
Splendor como marcador, foi possível monitorar a distribuição de mitocôndrias 
durante o ciclo celular.  
Os dados obtidos por Docking molecular estão de acordo com os resultados 
encontrados nos experimento de imageamento celular. Indicam que o composto 
Splendor interage fortemente com a proteína ANT, diferentemente dos outros 
derivados testados que não apresentaram seletividade dentro da célula. 
Com os resultados deste trabalho, ideias para novas moléculas com 
estruturas derivadas do composto Splendor surgiram, com o objetivo de se 
aprimorar ainda mais as propriedades espectroscópicas destes compostos. E a 
possibilidade de se realizar a síntese de compostos marcadores no interior da 
célula, por meio de reações intracelulares. 
Após o início dos trabalhos do grupo com pequenas moléculas com o núcleo 
BTD, outros grupos de pesquisa também passaram a contribuir com o design, 
síntese e aplicação de novas BTDs fluorescente para estudos de imageamento 
celulares. Por exemplo, o grupo de Qian Jiang e colaboradores70 sintetizou e 
aplicou o composto BTTD-NO2 (Esquema 11). Esse composto mostrou-se um 




Esquema 11. Redução do composto BTTD-NO2 (não fluorescente) para BTTD-NH2 (fluorescente), 
o qual foi utilizado em imageamento celular. Note que a nomenclatura deste esquema é a mesma 
usada pelos autores do trabalho original. (Adaptado da referência 52).  
Ainda recentemente, outro derivado de BTD (Figura 35) que tem em sua 
estrutura um grupo glicoligante foi testado em células de câncer (U937), e sua 
distribuição e interação com as membranas pôde ser monitorada por microscopia 
confocal de varredura a LASER.71  
 


















9.1- Equipamentos  
 1H e 13C RMN: Os espectros de RMN foram obtidos em um espectrômetro 
Varian Mercy Plus de 7,05 T (300 MHz para 1H e 76.4 MHZ para 13C, utilizando 
uma sonda de diâmetro interno de 5 mm (ATB) e como referência interna 
tetrametilsilano (TMS). 
 Infravermelho: Os espectros de infravermelho foram obtidos em um 
equipamento Equinox 55 com transformada de Fourrier da Bruker. As medidas 
foram realizadas utilizando-se uma célula horizontal de ATR de 7 cm de 
comprimento. 
 Espectrometria de Massas. Experimentos de ESI-MS e ESI-MS/MS foram 
realizados no modo positivo (alcance de m/z 50-2000) em um equipamento Synapt 
HDMS (high definition mass spectrometer, Manchester, UK). Esse instrumento 
possui um sistema híbrido quadrupole/ion mobility/orthogonal acceleration time-of-
flight (oa-TOF) e foi usado no modo TOF, com células de mobilidades desligadas, 
operando apenas como guia de íons. Todas as amostras foram dissolvidas em 
acetonitrila ou methanol, formando soluções de 50 M que foram diretamente 
injetadas na fonte de ESI, com uma taxa de fluxo de 5 L/min. As condições da 
Fonte de ESI foram: capillary voltage 3.0 kV, sample cone 30 V, extraction cone 3 
V.  
 Difração de raios-X: Os dados de raios-X foram obtidos em um difratômetro 
de cristal único Bruker CCD SMART APEX II com radiação Mo Kα (0.71073 Å) a 
293 K. Os dados foram processados com SAINT e corrigidos para absorção com 
SADABS. As estruturas foram resolvidas utilizando métodos diretos SHELXS-97. 
Mapas de Diferença Fourrier forneceram as posições dos átomos, o refinamento foi 
realizado usando SHELXL-97. As estruturas das moléculas foram geradas com 
DIAMOND. 
 Pontos de fusão: Os pontos de fusão foram medidos em um equipamento 
IA9000 Eletrotermal. 
 Espectrofotômetro de absorção: Os espectros de absorção foram obtidos 
em um espectrofotômetro CaryWin 50 Varian. 
 Espectrofotômetro de Fluorescência: Os espectros de fluorescência 
foram realizadas em um espectrofotômetro Cary Eclipse Spectrophotometer 
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Varian. As medidas foram realizadas a velocida média, com alta voltagem, com slit 
de excitação com abertura de 5, e slit de emissão com abertura de 2,5. 
 Cálculos Teóricos: Os cálculos teóricos de todos os compostos foram 
realizados utilizando DFT com aproximação de Gaussian 09 series of programs.72 
As otimizações das geometrias dos estados (S0) e do primeiro estado excitado (S1) 
(na fase Gasosa e em água) foram calculadas com 6-31+g(d) Pople’s split-valence 
basis set e híbrido de funcional de correlação e troca utilizando CAM-B3LYP. 
Efetuaram se cálculos de frequência harmônica para se verificar a veracidade do 
mínimo genuíno encontrado. Empregou-se as estruturas otimizadas dos estados 
S0 e S1 para os cálculos de ponto único TD-DFT, utilizando diferentes funcionais de 
correlação e troca (wB97XD, PBE1PBE, M062X e CAM-B3LYP) em combinação 
com 6-311+G(2d,p). Os espectros de absorção calculados foram obtidos com 6-
311+G(2d,p) basis set.73,74 Para a inclusão dos efeitos de solventes (água) nos 
cálculos quânticos, foi empregada a aproximação de self-consistent reaction field 
(SCRF) com modelo de polarização contínuo (PCM) onde a molécula do soluto se 
encontra envolta em uma cavidade embutida em um meio dielétrico.  
 Docking Molecular. As coordenadas para a proteína ANT foram obtidas da 
estrutura cristalográfica (PDB ID 1OKC). Os cálculos de docking molecular foram 
realizados no programa Autodock acoplado com ferramentas AutoDock Tools. 
Cargas atômicas e os parâmetros de Van der Waals das proteínas e dos derivados 
BTDs foram obtidos com AMBER all-atom force field. Os grid maps foram 
calculados utilizando AutoGrid. Os Grid maps para todos os pares de átomos e 
todos os tipos de átomos nas proteínas e ligantes foram calculados com dimensões 
de 126 x 126 x 126 pontos e um espaçador de grid-point de 0,250 Å. Cada par de 
gris foi sucessivamente centrado nas coordenadas cartesianas 19,314 Å 20,691 Å 
29,559 Å. Os ângulos diedrais dos compostos foram consideradas como totalmente 
flexíveis. Os resultados obtidos foram organizados em ordem crescente de energia. 
As coordenadas das conformações de menor energia foram agrupadas com base 
em root-mean-squared-deviation of 2,0 Å.  
 Microscopia confocal de varredura a LASER: As imagens celulares foram 
obtidas em microscópio confocal de varredura a LASER Leyca, modelo TCS SP5. 
As imagens foram adquiridas com laser operando a 25% de potência, em modo de 
duas varreduras por linha e com “pinhole” em abertura de 0,95 μm. 
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9.2- Síntese dos compostos 
Os compostos já descritos BTDBrBr57 e BTDAP48 foram sintetizados utilizando 
metodologias publicadas previamente. O composto BTD-PhBr também foi 
sintetizado como publicado.  
 
 
BTD1. 60 mg (0,2 mmol) do BTDPh (4,7-2,1,3-benzotiadiazola) foram 
misturados com 78 mg (0,8 mmol) de 2-amino-piridina, 5 mol% de Pd(OAc)2 (0,01 
mmol, ca. 3 mg), 10 mol% de PPh3 (0,02 mmol, ca. 6 mg), 93 mg (0,8 mmol) de t-
BuOK. 5 mL de tolueno seco foram adicionados sob atmosfera inerte e aquecido a 
100 ºC por 48 horas. A mistura reacional foi purificada diretamente via coluna 
cromatográfica com 17% de rendimento.1H RMN (500 MHz, CDCl3)  ppm 8.57 (d, 
J = 10.0 Hz, 1 H), 8.39 (d, J = 5.0 Hz, 1 H), 7.93 (d, J = 6.9 Hz, 3 H), 7.74 (d, J = 
10.0 Hz, 1H), 7.61-7.66 (m, 1H), 7.51 (m, 2 H), 7.38-7.41 (m, 1H), 7.00 (d, J = 15.0 
Hz, 1H), 6.89 (m, 1H). 13C RMN (125 MHz, CDCl3)  ppm 154,5; 153,5; 148,8; 148,0; 
137,7; 137,6; 132,0; 130,2; 128,7; 128,6; 127,9; 125,5; 116,3; 111,6; 111,0. FTIR 
(KBr, cm-1) 3367, 2931, 1715, 1600, 1535, 1482, 1423, 762, 724. Ponto de Fusão. 
111-112 °C. High Resolution ESI(+)-MS(/MS) [C17H12N4S + H]+ 305.0861, 
Encontrada 305.0883. 
 
BTD2. Em um tubo Schlenk, uma mistura de 100 mg (0,3 mmol) de BTDAP 
(7-Bromo-4-(2-aminopiridina)-2,1,3-benzotiadiazola), 150 mg (1,0 mmol) do ácido 
4-metoxifenil borônico, 5 mol% de Pd(OAc)2 (0,01 mmol, ca. 4 mg), 10 mol% of 
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PPh3 (0,02 mmol, ca. 8 mg), 103 mg de Na2CO3 de uma solução 2 M em água e 5 
mL de tolueno é aquecida a 100 °C por 12 horas. A mistura reacional é purificada 
via coluna cromatográfica com 80% de rendimento. 
1H RMN (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.51 (d, J = 7.9 Hz, 1H), 8.37 (m, 1H), 7.96 (s, 
1H), 7.90-7.84(m, 3H), 7.65 (d, J = 7.91 Hz, 1H), 7.63-7.57 (m, 1H), 7.07-7.02 (m, 
2H), 6.96 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.88-6.84 (m, 1H), 3.87 (s, 3H). 13C RMN (APT, 75 
MHz, CDCl3)  (ppm) = 154.5, 153.5, 148.7, 147.9, 137.5, 131.6, 131.5, 130.2, 
129.8, 129.2, 125.2, 116.2, 116.1, 113.9, 112.4, 111.4, 111.2, 110.3, 55.5. FTIR 
(KBr, cm-1) 3392, 3013, 2917, 1596, 1500, 1253, 1202, 1020, 830, 757. Ponto de 
Fusão. 163-165 °C. Anal Calcd. para C18H14N4OS C, 64.65; H, 4.22; N, 16.75. 






BTD3, BTD4. Em um tubo Schlenk, uma mistura de 307 mg (1,0 mmol) de 
BTDAP, ca. 210 L (1,5 mmol trimetilsiliacetileno), 10 mol% de PPh3 (0,1 mmol, ca. 
26 mg), 5 mol% de CuI (0,05 mmol, ca. 10 mg), 5 mol% de Pd(PPh3)2Cl2 (0,05 
mmol, ca. 35 mg) são diluídos em 5 mL de Et3N seca sob atmosfera. A mistura é 
aquecida a 100 °C por 24 horas. Em seguida, a solução é filtrada em celite com 
acetato de etila. O solvente é removido, e a mistura é diluída em 25 mL de metanol 
com 1 g de KF, a solução é agitada por 18 horas a temperatura ambiente. A mistura 
reacional é cromatografada com Et2O e o sólido obtido é imediatamente submetido 
68 
 
a um segundo acoplamento de Sonogashira. O sólido obtido é então tratado com 
265 mg (1,3 mmol de 2-iodobenzeno) ou 265 mg (1,3 mmol de 2-bromopiridina), 
com 10 mol% de PPh3 (0,1 mmol, ca. 34 mg), 5 mol% de CuI (0,06 mmol, ca. 12 
mg), 5 mol% de Pd(PPh3)2Cl2 (0,06 mmol, ca. 45 mg) e 5 mL de Et3N seca. A 
mistura é aquecida a 60 °C por 24 horas. A mistura é purificada via coluna 
cromatográfica levando a obtenção de BTD3(40%) e BTD4 (31%).  
BTD3. 1H RMN (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.42 (d, J = 7.9, 1H), 8.30-8.28 
(m, 1H), 7.89 (s, 1H), 7.72 (d, J = 8.21 Hz, 1H), 7.63-7.59 (m, 2H), 7.52-7.46 (m, 
1H), 7.36-7.29 (m, 3H), 6.84-6.78 (m, 2H). 13C RMN (APT, 75 MHz, CDCl3)  (ppm) 
154.5, 153.9, 147.8, 147.6, 137.4, 135.6, 133.0, 131.6, 128.2, 128.1, 123.2, 116.5, 
111.8, 110.3, 107.1, 93.3, 85.9. FTIR (KBr, cm-1) 3399, 300, 2910, 2200, 1596, 
1552, 1524, 1465, 1414, 1360, 750. Ponto de Fusão. 103-105 °C. Anal Calcd. para 
C19H12N4S C, 69.49; H, 3.68; N, 17.06. Encontrada: C, 69.33; H, 3.59; N, 16.91. 
 BTD4. 1H RMN (300 MHz, CDCl3)  (ppm) 8.65 (s, 1H), 8.51 (d, J = 6 Hz, 
1H), 8.35 (d, J = 6 Hz, 1H), 8.03 (s, 1H), 7.86 (d, J = 9 Hz, 1H), 7.71-7.56 (m, 3H), 
7.25-7.21 (m, 1H), 6.95 (d, J = 9 Hz, 1H), 6.90-6.86 (m, 1H). 13C RMN (APT, 75 
MHz, CDCl3)  (ppm) 154.6, 153.9, 150.0, 147.9, 147.6, 143.4, 137.6, 136.7, 136.1, 
134.9, 127.2, 122.7, 116.8, 112.0, 110.2, 105.9, 92.4, 85.9. FTIR: 3385, 2917, 2209, 
1582, 1538, 1480, 1428, 1370, 770. Ponto de Fusão. 168-170 °C. Anal Calcd. para 
C18H11N5S C, 65.64; H, 3.37; N, 21.26. Encontrada: C, 65.53; H, 3.48; N, 21.37. 
 
 
BTDOMe.  Em um tubo Schlenk 500 mg (1,0 mmol) de BTDBrBr (4,7-
dibromo-2,1,3-benzotiadiazola), 75 mg (0,5 mmol) do ácido 4-metoxifenil borônico, 
5 mol% de Pd(OAc)2 (0,01 mmol, ca. 4 mg), 10 mol% of PPh3 (0,02 mmol, ca. 8 
mg), 103 mg de Na2CO3 de uma solução 2 M em água e 7 mL de tolueno é aquecida 
a 100 °C por 4 horas. A mistura reacional é purificada via coluna cromatográfica 
com 50% de rendimento. 
BTDOMe. 1H RMN (300 MHz, CDCl3)  ppm 7.9 (d, 1H, 7.7 Hz), 7.86 (d, 2H, 
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8.8 Hz), 7.52 (d, 1H, 7.7 Hz), 7.06 (d, 2H, 8.8 Hz), 3.88 (s, 3H). 13C RMN (75 MHz, 




Splendor. Em um tubo Schlenk, uma mistura de 100 mg (0,3 mmol) de 
BTDAP, ca. 210 L (1,5 mmol trimetilsiliacetileno), 10 mol% de PPh3 (0,1 mmol, ca. 
26 mg), 5 mol% de CuI (0,05 mmol, ca. 10 mg), 5 mol% de Pd(PPh3)2Cl2 (0,05 
mmol, ca. 35 mg) são diluídos em 5 mL de Et3N seca sob atmosfera. A mistura é 
aquecida a 100 °C por 24 horas. Em seguida, a solução é filtrada em celite com 
acetato de etila. O solvente é removido, e a mistura é diluída em 25 mL de metanol 
com 500 mg de KF, a solução é agitada por 18 horas a temperatura ambiente. A 
mistura reacional é cromatografada com Et2O e o sólido obtido é imediatamente 
submetido a um segundo acoplamento de Sonogashira. O sólido obtido é então 
tratado com 265 mg (1,3 mmol de 2-bromopiridina), com 10 mol% de PPh3 (0,1 
mmol, ca. 34 mg), 5 mol% de CuI (0,06 mmol, ca. 12 mg), 5 mol% de Pd(PPh3)2Cl2 
(0,06 mmol, ca. 45 mg) e 5 mL de Et3N seca. A mistura é aquecida a 60 °C por 24 
horas. A mistura é purificada via coluna cromatográfica levando a obtenção de 
Splendor (30%). 
Splendor.1H RMN (300 MHz, CDCl3)  ppm 8.69 (d, J = 4.8 Hz, 1H), 7.81 (d, 
J = 7.5 Hz, 1H), 7.76 (d, J = 7.5 Hz, 1H), 7.67-7.74 (m, 2H), 7.29-7.34 (m, 1H). 13C 
RMN (75 MHz, CDCl3, APT)  ppm 154.1, 153.0, 150.2, 142.6, 136.3, 133.6, 131.9, 
127.6, 123.4, 115.7, 115.6, 95.4, 83.9. FTIR (KBr, cm-1) 3075, 2919, 2848, 1579, 
1458, 1082. mp. 182-183 °C (literatura49 182 °C). Rendimento: 30%. Anal Calcd. 







Figura S1. 1H RMN (500 MHz, CDCl3) e 13C RMN (125 MHz, CDCl3) da BTD1 
1 0 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
8 . 5 8 . 0 7 . 5 7 . 0 6 . 5
1 . 0 01 . 0 41 . 0 12 .0 51 .0 31 . 0 52 . 9 10 .9 71 .0 1




Figura S2. H RMN (300 MHz, CDCl3) e 13C RMN (APT, 75 MHz, CDCl3) da BTD2. 
10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0
3.001.021.152.102.643.171.181.09




Figura S3. H RMN (300 MHz, CDCl3) e 13C RMN (APT, 75 MHz, CDCl3) da BTD3. 
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